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(54) Titre : PROCEDE DE CONCENTRATION DE MACROMOLECULES OU AGGLOMERATS DE MOLECULES OU DE 
PARTICULES 

(57) Abstract: The invention relates to a method for the selective concentration of a macromolecule or an agglomerate of molecules 
or particles contained in a liquid sample. The inventive method comprises the following steps, namely: the formation of a foam -or 
emulsion-type stabilised dispersion from a medium comprising the aforementioned liquid sample and an interfacial layer, whereby 
said interfacial layer can selectively fix the macromolecule or the agglomerate to be concentrated; and the resorption of the dispersion 
formed during the preceding step so as to reform said interfacial layer. The invention can be used to concentrate DNA, proteins, 
prions, colloidal particles. 

(57) Abr^g^ : La pr6sente invention a pour objet un procede de concentration selective d'une macromolecule ou d*un agglomerat 
de mol&ules ou particules contenu dans un 6chantillon liquide, comprenant successivement les etapes suivantes: - formation d*une 
dispersion stabilis6e de type mousse ou Emulsion, k partir d'un milieu comprenant ledit 6chantillon liquide et une couche interfaciale, 
ladite couche interfaciale 6tant apte k fixer s^lectivement ladite macromolecule ou ledit agglomerat k concentrer ; et- resorption de 
la dispersion form^e lors de I'etape prec^dente de fagon k reformer ladite couche interfaciale. Application k la concentration d' ADN, 
de proteines, de prions, de particules coUoidales. 
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PROCEDE DE CONCENTRATION DE MACROMOLECULES OU 
AGGLOMERATS DE MOLECULES OU DE PARTICULES 

DESCRIPTION 

DOMAINS TECHNIQUE 

'5 La presente invention a trait S iin procSd^ 

de concentration de macromolecules ou d' agglomerats de 
molecules ou de particules, en vue d'une gventuelle 
detection ou d'vine extraction specif ique desdites 
macromolgcules ou desdits agglomerats. 

10 ETAT DE LA TECHNIQUE ANTBRIEURB 

Actuellement, les techniques de 

concentration de macromolScules ou d' agglomerats de 
molecules sont, pour la plupart, destinies au domaine 
du diagnostic medical, notamment au domaine de la 
15 detection de brins d'l^N ou de complexes proteiniques 
tels c[ue les antigenes ou les prions. 

Pour la detection de brins d'ADN, la 
technique actuelle consiste, le plus souvent, a 
concentrer des brins d'ADN par amplification dans un 
20 milieu liquide, selon la technique commvmement designee 
par I'abreviation PGR (« Polymerase Chain Reaction » ou 
« Reaction en Chalne par Polymerase ») . 

Cette technique consiste a repliquer les 
■ brins d'ADN contenus dans un echantillon liquide wa 
25 grand norabre de fois (jusqu'a 10=- 10^ fois) en injectant 
de la polymerase dans 1' echantillon soumis k line serie 
de cycles thermiques. 

Aprds un nombre de cycles thermiques assez 
30 important, en tout cas superieur ^ 10, la concentration 
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en ADN est suf f isatnment importante pour permettre la 
detection • 

Toutefois, cette technique, telle 

qu'explicitee ci-dessus, nScessite une duree 
5 importante, du fait du nonibre consequent de cycles 
thermiques & reproduire pour avoir une quantity d'ADN 
suffisante. De plus, cette technique s' accompagne d'un 
bruit de fond important du fait que la polymerase peut 
amplifier des segments d'ADN presents dans 
10 I'Schantillon liquide, qui sont de nature diff^rente 
des segments d'ADN k dStecter. 

Afin de pallier ces inconvenients , des 
m^thodes alternatives Bl la PGR ont dgvelopp^es. 
Parmi ces mSthodes, on peut citer une mSthode ne 
15 nScessitant pas d' amplification. Le principe de cette 
m^thode de detection sans amplification repose sur la 
capture des segments d'ADN cibles aussi peu nombreux 
soient-ils. Elle consiste k hybrider les segments d'ADN 
cibles avec des nanobilles paramagnetiques 
20 fonctionnalisSes de maniere a concentrer lesdits 
segments a la surface de ces billes avant detection, 
Cette mSthode se heurte toutefois au probldme de 
1' adsorption non specif ique, certaines billes 
paramagnetiques, enrobees de latex, se collant aux 
25 parois solides du r^acteur, au niveau duquel est mise 
en ceuvre la mSthode, sous I'effet de 1 ' hydrophobie ou 
des forces electriques. La sensibility atteinte n'est 
alors plus celle escomptSe. 

En ce qui concerne la detection de 
30 protSines telles que les anticorps ou les antigdnes, 
deux types de tests se distinguent : les tests dits 
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<: en phase homogene » et cexix en <c phase h6t6rogene ». 
Les tests en phase homogdne ont lieu en solution. La 
mesure de la quantite d'anticorps est realis^e 
directement dans la solution par fixation de cet 
5 anticorps sur 1' antigens complementaire, sans qu'il y 
ait de separation physique entre les anticorps libres 
et les anticorps lies a un antigene. Cette distinction 
entre anticoarps libre et anticorps liS est faite grtce 
§L diverses astuces, notamment basees, par exemple, sur 
10 un transfert de fluorescence entre deux anticorps 
(I'antigSne ^tant pris en sandwich entre deux anticorps 
marquSs par exemple) . Ces tests presentent I'avantage 
d'etre rapides, et peu codteux. Ce sent eux qui sont 
massivement utilises dans les prograranes de criblage 
15 haut debit de 1 ' industrie pharmaceutique par exemple. 
Toutefois, leur sensibility est limitee, aux environs 
de InM en ce qui concerne les tests bases sur les 
acides nucl^iques, C'est pourquoi 1 > Industrie du 
diagnostic utilise pref erentiellement des tests en 
20 phase het^rogene, dans lesquels un anticorps est 
immobilise sur un support solide, support qu'il sera 
alors possible de laver pour Sliminer la quasi-totalitS 
des r^actifs de marquage, De plus, une amplification du 
signal est r^alisee, en utilisant une enzyme comme 
25 molecule de marquage. Ces tests sur support solide sont 
plus lents et plus on^reux que ceux en phase homogdne, 
mais ils permettent d'atteindre des sensibilit^s bien 
plus grandes, axix alentours de 0,1 pM, soit 10 000 fois 
mieux que les tests en phase homogene. Toutefois, 
30 1' utilisation d'un support solide rend ces tests 
difficiles k mettre en ceuvre. 
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En ce qui concerne les complexes 
protSiniques tels que les prions, ceux-ci doivent 
ggalement, pour §tre dStectables, dans des liquides 
physiologiques, tels que le sang, subir une phase de 
concentration. Pour ces molecules, la technique PGR 
precedemment decrite est inutilisable, parce qu' ils ne 
contiennent pas de nucleotides. De ce fait, des 
recherches relatives au domaine des prions ont abouti 
recerament a la mise en place d'une m6thode dite 
^mSthode d' amplification des proteines anormalement 
repli^es' ou PMCA (pour ^Protein Mis folding Cyclic 
Amplification' ) . 

Les prions, responsables notamment des 
encephalopathies spongif ormes, sont des complexes ou 
15 agglom^rats const itues d'une protSine naturelle, la 
glycoprotSine PrP^/ normal ement prSsente k la surface 
de nombreuses cellules dans I'organisme et d'une 
proteine infectieuse PrP^^, qui ne se diffgrencie de la 
glycoproteine normals PrP^ que par sa conformation, qui 
20 est anormalement repliee. Les proteines PrP^^ sont 
aptes, d'une part, k s'associer aux proteines PrP^ et 
d' autre part, aptes k induire la transformation de 
proteines normales en proteines inf ectieuses • La 
detection des prions est rendue difficile par le fait 
25 qu' ils ne sont presents en quantite notable que dans le 
cerveau, alors qu' ils se retrouvent k I'etat de traces 
dans le sang. 

La technique PMCA permet ainsi de 
concentrer les prions dams le milieu de prelevement, 
c^est-a-dire le sang, . af in qu'ils puissent 6tre 
dStect^s . 



30 
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Pour ce faire, iin procSd^ de sonication 
destine a fragmenter les prions est mis en oeuvre. Tous 
les prions issus de cette fragmentation par ultra- sons, 
repoussent in-vitro a I'aide des prot^ines PrP^ de 
5 1' 6chantillon. Ce cycle glementaire (fragmentation- 
repousse) est reproduit autant de fois que nicessaire, 
jusqu'a ce que la quantite de prions devienne 
detectable. 

L'etape de detection, facilit^e par I'etape 
10 d' amplification, est effectuSe par spectroscopie de 
fluorescence. Les prot^ines a d^tecter sont marquees a 
I'aide d'une sonde f luorescente, dont la presence se 
manifeste lorsque celle-ci est gclairge par une lumidre 
de longueur d'onde caracteristique. Toutefois, cette 
15 technique engendre, le plus souvent, un bruit de fond 
non n^gligeable, du fait que les sondes peuvent 
s'associer k d'autres molecules que les prions k 
detecter . 

Une technique plus Slaboree, dite technique 
20 de correlation de fluorescence, met en oeuvre deux 
sondes f luorescentes qui emettent selon deux longueurs 
d'onde diff^rentes et qui s'accrochent toutes deux 
symetriquement et specif iquement sur les protSines 
PrP^, ces demi^res se trouvant en concentration 
25 importante au sein des prions. On eclaire ensuite avec 
des faisceaux & dexix longueurs d'onde diff^rentes, tin 
volume tres petit du liquide contenant les prions a 
dStecter et on d^tecte, de maniere instationnaire, les 
deux Emissions f luorescentes intenses dues k la 
30 presence de prions, qui constituent un agglom^rat de 
protgines PrP normales ou infectieuses sur lesquelles 
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sent accrochees les sondes f luorescentes . Toutefois, un 
bruit de fond siabsiste, du notamment a la presence de 
sondes f luorescentes n'ayant pu trouver de sites 
d' adsorption specif iques et a la presence de prot6ines 
5 normales PrP^ isolees, aiixquelles se sont accrochees 
des sondes f luorescentes . 

Ainsi, les precedes de concentration, 
exposes pr^cedemment , pr^sentent tous I'xrn ou plusieurs 
10 des inconv6nients suivants : 

-ils ne permettent pas une concentration 
spgcifique des macromol^cules ou agglomerats k 
concentrer, . du fait que certaines de ces techniques 
peuvent gSnSrer des esp^ces, pouvant entrainer, 
15 notamment lors d'une gventuelle detection, un bruit de 
fond important ; 

-ils ne permettent pas une concentration 
suffisante des macromolScules ou agglomerats en vue 
d'une eventuelle detection. 

20 

EXPOSE DE INVENTION, 



La presente invention a pr^cisement pour 
objet de proposer un proced6 de concentration de 

25 macrol6cules ou d' agglomerats de molecules ou de 
particules, qui permette notamment une concentration 
selective desdites macromoiecules ou desdits 
agglomerats, en vue d'une eventuelle detection en 
limitant autant que possible les bruits de fond, ou en 

30 vue d'une eventuelle purification d'un echantillon 
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contenant lesdites macromolScules ou lesdits 
agglomerats . 

Pour ce faire, la presents invention a pour 
5 objet un proced^ de concentration selective d'une 
macromol^cule ou d'un agglomerat de molecules ou de 
particules contenu dans un echantillon liquide, 
comprenant successivement les Stapes suivantes : 

- formation d'une dispersion stabilis6e de 
10 type mousse ou Emulsion, H partir d'un milieu 
comprenant ledit gchantillon liquide et une couche 
interfaciale, ladite couche interfaciale etant apte a 
fixer s61ectivement ladite macromol^cule ou ledit 
agglomSrat k concentrer ; et 
15 " « resorption de la dispersion foarmge lors 

de l'6tape pr^c^dente de fagon k refonrmer ladite couche 
interfaciale. 

Par couche interfaciale, on entend, selon 
1' invention, une monocouche (ou zone quasi- 
20 bidimensionnelle) localis^e a la surface de 
1' echantillon liquide (dite premiere phase liquide) 
comprenant la macromolecule ou 1' agglomerat a 
concentrer. De part sa nature et ses proprietes 
spScifiques, cette couche est apte a assurer le 
25 transfert s^lectif de la macromol6cule ou de 
1' agglomerat de 1' Echantillon liquide vers la couche 
interfaciale, et, du fait de son volume infime par 
rapport Sl 1' Schantillon liquide, a concentrer ladite 
macromolecule ou ledit agglomerat. 
30 Selon la nature de la macromolScule ou de 

1' agglomerat k concentrer, la couche interfaciale peut 
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correspondre k une deiaxidme phase liquide d^posSe k la 
surface de 1' Schantillon liquide (cas par exemple, 
lorsqu'il s'agit de concentrer une macromol^cule du 
type ADN) , cette phase prSsentant des caract^ristiques 
5 telles qu'elle permet d'attirer la macromolgcule ou 
I'agglom^rat vers elle. La couche interfaciale peut 
correspondre egalement a 1' interface entre 1 ' atmosphere 
atnbiante et I'^chantillon liquide (par exemple, lorsque 
la macromol6cule ou 1 ' agglom^rat ^ concentrer presente 
10 un caractSre hydrophobe, tel que les prions, et que 
I'Schantillon liquide le contenant est vxi milieu 
aquevix) . 

Dans le cas oil la couche interfaciale 
correspond Sl une deuxiSme phase liquide, le proc^d^ de 
15 1' invention peut comprendre tone it ape pr#alable (situSe 
avant l'6tape de formation de la dispersion) consistant 
a d^poser k la surface de 1' ^chantillon liquide ladite 
de\ixidme phase liquide ou couche interfaciale. 



20 



G^n^ralement , I'^tape de foinmation de la 
dispersion est effectuee par agitation m^canique du 
milieu comprenant 1 ' §chantillon liquide et la couche 
interfaciale ou par injection directement dans 
I'^chantillon liquide surmontge de la couche 
25 interfaciale de jets capillaires gazeux ou liquides. 

On note qu'une mousse d^signe vine 
dispersion comprenant un ensemble de bulles de gaz 
(typiqueraent d'air) coexistant avec un milieu liquide 
interstitiel, sous forme de minces films intersticiels 
entre les bulles. Ce type de dispersion manage ainsi 
une multitude . d' interfaces liquide-gaz. La mousse. 



30 
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selon 1' invention, peut Stre obtenue, par exemple, par 
agitation m^canique vigoureuse du milieu susmentionn^ 
ou par injection au sein de ce milieu de jets 
capillaires gazeux (typiquement des jets d'air). 
5 On note que, selon 1' invention, \ine 

emulsion dSsigne une dispersion, dans laquelle la 
couche interfaciale est divis^e en globules au sein de 
I'Schantillon liquide, ledit gchantillon liquide 
constituant un milieu interstitial. On forme ainsi une 
10. multitude d' interfaces liquide-liquide, et on augmente 
de ce fait considerablement la surface de contact entre 
1 ' Schantillon liquide et la couche interfaciale. 

L' Emulsion, au mSme titre que la mousse, 
peut gtre obtenue par agitation mgcanique du milieu 
15 comprenant 1' Schantillon liquide et la couche 
interfaciale raais ggalement par injection directe dans 
I'gchantillon liquide surmontS de la couche 
interfaciale de jets capillaires liquides ou gazeux. 

Ainsi, selon 1' invention, le fait de passer 
20 par une dispersion du type mousse ou Emulsion pour 
assurer la concentration d'une macromolScule ou d'xm 
agglom^rat de molecules ou particules contribue & 
menager une multitude de zones interstitielles entre 
I'gchantillon liquide et la couche interfaciale, ce qui 
25 augmente considerablement la quantite de surface 
entre ces deux milieux et facilite, de ce fait, la 
fixation des macromolgcules ou les agglom^rats de 
molecules par la couche interfaciale dispers^e. Cette 
fixation se fait dans des zones quasi- 
30 bidimensionnelles, du fait qu'elle a lieu au niveau des 
zones interstitielles, ce qui am^liore grandement 
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I'efficacitS et le temps de capture des mac romol Scales 
a concentrer par la cbuche interf aciale • 

Si la structure de la couche interfaciale 
fonctionnalisee est potent ie 11 ement instable sous 
5 I'effet de la creation d'aire interfaciale, on pourra 
mettre k profit 1 ' instability de Rayleigh pour realiser 
une emulsion dans des conditions quasi-statiques ; le 
liquide le plus dense se trouvant au-dessus du liquide 
le moins dense dans les conditions initiales. 

10 AprSs resorption de la dispersion, on se 

retrouve, ainsi, en presence d'une couche interfaciale^ 
reformSe concentr^e en macrol^cules ou agglom^rats de 
molecules et d'une phase liquide correspondant a 
I'gchantillon liquide dSpourvu en tout ou partie 

15 desdites macromol6cules ou desdits agglomSrats. 

L'avantage de la prSsente invention est 
done de pouvoir concentrer rapidement et sans 
amplification, les macromolScules ou agglomSrats et 
ceci de maniere selective, en passant par la formation 

20 d'vine dispersion qui augmente I'efficacitS de la 
concentration . 

Comme decrit precedemment , apres capture 
des macromolScules ou agglomerat de molecules ou 

25 particules k concentrer, la dispersion est amenee a 
subir une Stape de rSsorption. Cette Stape peut gtre 
menSe de diffSrentes mani^res. Par exemple, cette 6tape 
de resorption de la dispersion peut Stre effectuSe par 
drainage des films inters tit iels, dans le cas d'une 

30 mousse, ou du milieu interstitiel, dans le cas d'line 
emulsion. La cinStique de la resorption, peut gtre 
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contr616e soit par un choix judicieux, le cas Sch^ant, 
des mol6cules constitutives de la couche interfaciale 
des macromolScules ou agglom^rats via la longueur des 
chalnes mol^culaires , par exemple, a I'aide d'un 
5 cisaillement mecanique de la dispersion, 

Selon la nature de la couche interfaciale 
et de la macromolecule ou de 1 ' agglomerat a concentrer, 
et notamment lorsque le couche interfaciale correspond 
a une deuxieme phase liquide, la couche interfaciale 

10 peut coinprendre au moins xme molecule apte k fixer 
sSlectivement les macromolScules ou les agglomerats de 
molecules ou particules en question. 

Selon ce mode de realisation, la molecule 
apte a fixer la macromolecule ou agglom^rat de 

15 molecules ou particules k concentrer est contenue dds 
le dSpart dans la couche interfaciale avant formation 
de la mousse ou de 1' emulsion ; elle peut Stre une 
molecule comportant des groupements aptes a fixer la 
macromolecule ou ledit agglom^rat par affinite 

20 chimique, polarisation elect rique ou magnStique, et/ou 
ionisation, ladite molecule pouvant §tre, de 
preference, une molecule surfactante. 

Si ladite molecule n'est pas melangee avec 
d'autres molecules surf actantes , ladite molecule peut 

25 Stre ggalement, du fait de proprietSs surf actantes , une 
molecule stabilisatrice de la dispersion form^e au 
cours d'une des 6tapes du proc6d6. 

Dans ce cas, la molecule assure une double 
fonction, qui est de fixer la macromolecule ou 

30 I'agglomSrat k concentrer et egalement d' assurer la 
stabilisation de la dispersion, contribuant ainsi S 
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augmenter le temps de contact au niveau des zones 
interstitielles entre molecules attractives et 
macromolecules ou agglomerats k concentrer. 

5 Le proc6d6 selon 1' invention peut 

s'appliquer a la concentration de tout type de. 
macromolecules ou d' agglomerats . 

A titre d'exemples, on peut citer comme 
macromolecules pouvant etre concentr^es, selon le 
10 procSdS de 1' invention, les acides nucleiques, les 
proteines telles les anticorps ou les antigenes. 

A titre d'exemples, on peut citer comme 
agglomerats de molecules pouvant etre concentres, selon 
le precede de 1' invention, les prions. 
15 A titre d'exemples, on peut citer comme 

agglomerats de particules pouvant §tre concentres des 
particules colloidales telles que des particules d'or. 

Ainsi, le precede selon 1' invention peut 
gtre mis en oeuvre pour la concentration d'un acide 
20 nucleique particulier, qui est I'ADN. 

Dans le cas de I'ADN, la couche 
interfaciale correspond a une deuxiSme phase liquide 
comprenant une molecule apte k fixer I'ADN, qui est, 
par exemple, une molecule f onctionnalisee par une sonde 
25 (telle qu'un ADN compiementaire de I'ADN a concentrer) 
de fagon k permettre 1' hybridation specif ique de I'ADN 
a concentrer, par exemple, vm lipide f onctionnalise par 
un ADN compiementaire de I'ADN a concentrer. 

Le fait que la molecule soit un lipide est 
30 particulierement interessant dans le cadre de cette 
invention, car cette categorie de molecules coiitribue k 
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assurer la stabilisation de la dispersion form^e. De 
plus, la fonctionnalisation de cette molecule par un 
ADN compl^mentaire de I'ADN a concentrer permet une 
concentration et une extraction selective dudit ADN. 
5 A titre d' exemples , on peut citer, comme 

lipides fonctionnalises efficaces dans la concentration 
d'ADN, des lipides biotinyles comportant un groupement 
avidine ou d^rivS de I'avidine, sur lequel est greff6 
I'ADN compl^mentaire par une extr6mite biotinyl^e 
10 pr^cSdemraent incorporie audit ADN complement aire ou 
encore des lipides cationiques comprenant au moins un 
groupement spermine . sur lequel est adsorb^ I'ADN 
complSmentaire. De tels lipides cationiques peuvent 
Stre des lipides du type DOGS ou 

15 Dioctad^cylamidoglycyl spermine, commercialism sous la 
marque Transf ectam™ . Ces lipides prSsentent • dexxx 
chaines carbon^es saturees en Cis ainsi qu'une t§te 
polaire constitute d'un groupement spermine prtsentant 
une forte affinity pour I'ADN. L'ADN compltmentaire est 
20 ainsi adsorbs sur les sites spermine. Les lipides 
resultant constituent de vSritables sondes 
fonctionnalisSes permettant I'hydridation specif ique 
des ADN §L concentrer, dit *ADN cibles' . 

Le proc6d6 selon 1' invention peut §tre 
25 utilise pour la concentration selective d'antigdnes ou 
d'anticorps contenus dans un Schantillon liquide, sans 
passer par \ai support solide, tel que cela est le cas 
des realisations de I'art antSrieur. Selbn ce mode de 
realisation, la couche interfaciale correspond k Tine 
deuxidme phase liquide dSposge t la surface de 
I'gchantillon liquide et comprend des vesicules ou 
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liposomes const itues de phospholipides et contenant 
I'anticorps ou I'antigene complSmentaire de I'antigSne 
ou I'anticorps k concentrer, 

Le proc6d6 selon 1' invention peut §galement 
5 etre utilise pour la concentration d' agglom^rats de 
molecules/ tels que les prions, Dans le cas des prions, 
la couche interfaciale correspond ^ 1' interface 
(echantillon liquide/atmosph^re ambiante) , la couche 
interfaciale etant apte k concent rer select ivement les 
10 prions, du fait du caractere hydrophobe des prions 
(I'gchantillon liquide 6tant un milieu aqueux tel que 
le. sang) • . 

Le proc^dS selon 1' invention peut ^galement 
§tre utilise pour la concentration de particules 

15 colloidales, Celles-ci peuvent Stre, par exemple, des 
particules submicroniques d'or solxibilis^es dans I'eau 
(correspondant selon la terminologie de 1' invention & 
la premiere phase liquide) . Dans ce cas, la couche 
interfaciale correspond k une deuxidme phase liquide 

20 comprenant des molecules aptes a fixer ces particules 
colloidales d'or, lesdites molecules 6tant, par 
exemple, des molecules portant des groupements thiol - 
SH. 

Le proced§ de concentration, explicite ci- 
25 dessus, sert, comme son nom l'indic[ue, a concentrer 
select ivement dans une couche interfaciale une 
macromolScule ou un agglomerat de macromol6cules donnS, 
II peut, de ce fait, §tre mis en ceuvre, afin de 
purifier, de dStecter ou d' amplifier la macromolecule 
30 ou un agglomerat de molecules ou particules donn^. 
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Ainsi, la presente invention a egalement 
pour objet un precede de purification d'une 
macromolecule ou d'un agglomSrat de molecules ou 
particules contenu initialement dans un echantillon 
5 liquide, comprenant la concentration de ladite 
macromolecule ou dudit agglom^rat au sein de ladite 
couche interfaciale par la mise en oeuvre du proc6de de 
concentration decrit pr^cedemment suivie de 
1' elimination de 1 ' echantillon liquide appauvri en 

10 ladite macromolecule ou ledit agglomerate aprds I'^tape 
de concentration. 

Par exemple, ce proced^ trouve son 
application dans le cas de la purification d'ADN. Dans 
ce cas, le proc^dS selon 1' invention consiste a partir 

15 de molecules f one tionnali sees par un ADN complSmentaire 
spScifique, 1 extraire spScif iquement un ADN cible, k 
partir d'un Echantillon liquide comprenant, par 
exemple, un melange de divers ADN ou diverses portions 
d'ADN, ledit Echantillon Etant ensuite EliminE. 

20 Ce procede peut Egalement trouver son 

application dans la purification de proteines- La 
capture selective de proteines via la couche de lipides 
fonctionnalises, suivi d'une etape ulterieure de 
cristallisation desdites protEines peut permettre 

25 d'isoler ces protEines afin d'en Etudier leur structure 
ou bien pearmettre de purifier une solution de la 
protEine en question. 

La prEsente invention a Egalement pour 
30 objet un procEdE de dEtection d'^lne macromolEcule ou 
d'un agglomErat de molEcules ou particules contenu 
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initialement dans \m 6chantillon liquide comprenant la 
concentration au sein d'xine couche interfaciale de 
ladite tnacromol^cule ou dudit agglomSrSrat par la mise 
en oeuvre du proced€ de concentration dScrit 
5 precedemment suivie de la detection de ladite 
macromolecule ou dudit agglomerat au sein de ladite 
couche par des techniques appropriees de detection. 

Ainsi, lorsque la macromolecule est de 
I'ADN, la detection de I'ADN, apr^s concentration 

10 selective, peut se faire par fluorescence excitee par 
laser ou en dStectant la variation du potentiel 
filectrique de surface au niveau de la couche 
fonctionnalisee, ou encore par une 'technique de 
rh^ologie interfaciale. Les performances de la 

15 detection par fluorescence ou glectrique peuvent §tre 
notamment am61ior€es en comprimant par un proced6 
m^canique ou hydrodynamique la couche interfaciale 
contenant les ADN cibles hybrid^s en un point de 
1' interface (au centre, par exemple) coincidant avec le 

20 volume laser d' excitation ou bien avec la presence 
d'une sonde ^lectrique. 

Enfin, la presente invention a egalement 
pour objet un precede d' amplification d'une 

25 macromolecule ou d'un agglomerat de molecules ou 
particules contenu initialement dans un 6chantillon 
liquide - comprenant la concentration de ladite 
macromolecule ou dudit agglomSrat au sein d'une couche 
interfaciale par la mise en oeuvre du proc^dS de 

3 0 concentration dScrit prScedemment , le remplacement 
dudit gchantillon liquide, aprds I'gtape de 
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concentration de ladite macromolScule ou dudit 

agglom^rat au sein de ladite couche, par un liquide 
comprenant des agents d' amplification, suivie de 
I'etape d' amplification au moyen desdits agents- 
5 Ainsi, lorsque le precede d' amplification 

applique a I'ADN, apres concentration des segments 
d'ADN cibles dans la couche interf aciale, 1 ' echantillon 
liquide appauvri en ces segments est soutire et 
remplace par un liquide purifiS contenant des agents 
10 d' amplification tels que la polymerase et des 
dSsoxyribonucl^otides . La phase d' amplification par PGR 
peut §tre alors rSalis^e sans la presence de segments 
d'ADN parasites et le bruit de fond de la PGR s'en 
trouve consid€rablement r^duit. 

15 

Par exemple, lorsque le procedS 
d' amplification s' applique k des agglomerats de 
molecules tels que les prions, aprds concentration des 
prions dans une couche interfaciale donnSe, selon le 

20 procede de concentration decrit precSdemment , 
I'^chantillon liquide appauvrie en lesdits prions peut 
gtre soutiree et remplac6e par un liquide pur contenant 
des agents d' amplification tels que des prot^ines 
normales PrP^ non encore transf orm^es . Ensuite, les 

25 Stapes classiques de la PMCA (sonication, ..•) peuvent 
Stre mises en oeuvre sans Stre genees par des molecules 
parasites. 

Ge procSdS d' amplification peut Stre suivi 
d'une detection ultra- sensible, par exemple, par 
30 correlation de fluorescence, effectuSe conjointement ou 
non a la PMGA. Par cette technique, on peut amSliorer 
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les performances de la detection en concentrant, a 
I'aide d'un proc6d6 mScanique ou hydrodynamique, les 
prions localement en vm point de la couche interf aciale 
qui coincide avec le volume de mesure laser ou bien 
avec la presence d'une sonde ^lectrique. 

D'autres caractSristiques et avantages de 
1' invention apparaltront mieux a la lecture de la 
description du mode de realisation particulier qui 
suit, en r^f^rence a\ix dessins annexes. 



BREVE DESCRIPTION DBS FIGURES. 

La figure 1 repr^sente les diff^rentes 
Stapes, pour arriver k la concentration d'un ADN cible, 
selon un mode particulier de realisation du procSd6 de 
15 concentration selon 1' invention. 

La figure 2 reprgsente une vue d^taillSe 
d'un film interstitiel crS6 lors de la formation d'une 
mousse . 

Les figures 3, 4 et 5 reprSsentent des 
20 procedSs de purification, de detection et de 
concentration mises en oeuvre apr^s le precede de 
concentration explicite sur la figure 1. 

EXPOSE D'UN MODE PARTICULIER DE REALISATION DE 
25 L' INVENTION. 

La figure 1 reprfisente, a titre illustratif 
et non limitatif, la mise en oeuvre, en quatre Stapes 
(a), (b) , (c) et (d) , du procSdS selon 1' invention pour 
la concentration d'voa. ADN cible. 
30 L'Stape (a) de la figure 1 reprSsente xxn 

microbScher 10, dans lequel est dSpose, k I'aide d'une 
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micropipette ou d'une seringue, un Schantillon liquids 
12 contenant I'ADN cible 14, repr6sent€ sur la figure 
sous forme de brins. Ledit gchantillon 12 est surmont^ 
de 1 ' atmosphere ambiante 11. 
5 Au cours de I'^tape intitulee (b) sur la 

figure 1, une monocouche 16 comprenant un melange de 
lipides ligands 18 et de lipides diluants 17 (rapport 
lipides iigants/lipides diluants 1 :4) est dgposSe a la 
surface de 1' gchantillon liquide 12. Cette monocouche 

10 16 correspond, selon la terminologie de 1' invention, a 
une couche interf aciale . Ces lipides ligands 18 sont 
tela que les ADN cibles vont pouvoir s'hybrider avec 
lesdits lipides. Pour cela, ces lipides doivent, au 
cours d'une #tape prSliminaire, 8tre fonctionnalis^s . 

15 Ainsi, les lipides ligands peuvent Stre des lipides 
initialement biotinyl^s, du type biotine- (LC) -DPPE, sur 
lesquels on adsorbe dans un premier temps de I'avidine 
puis dans un deuxiSme temps I'on greffe I'ADN 
complgmentaire de I'ADN cible, sur I'avidine par le 

20 biais d'un groupement biotine fix6 sur I'une des 
extremitSs de I'ADN complSmentaire . L' ensemble (lipide 
biotinyle-Avidine-ADN compl^mentaire biotinyl€) 

constitue tin lipide f onctionnalisS par une sonde 
permettant une hybridation specif ique des brins d'ADN 

25 cible. 

Les lipides peuvent St re ggalement des 
lipides cationiques comprenant au moins une extr^mit^ 
spermine, sur laquelle est adsorb^e un ADN 
complement aire de I'ADN cible a concentrer. 
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II est bien entendu que les molecules aptes 
a fixer de I'ADN cible peuvent s'€tendre a tout type de 
molecules aptes a fixer s^lectivement I'ADN cible. 

5 Conf orm^ment 1 ' invention et coinme 

I'illustre I'^tape (c) de la figure 1, une dispersion 
20 du type mousse est cr66e par injection d'air dans 
I'gchantillon liquide, ladite mousse §tant constitute 
d'THi ensemble de bulles, maintenu en cohesion par des 
10 films liquides interstitiels . La stability temporaire 
de la mousse est assurte par les lipides constitutifs 
de la phase sous forme de monocouche 16 . 

Une vue dStaillSe d'un. film liquide 
interstitiel constitutif de la dispersion de type 
15 mousse est representee sur la figure 2. Sur cette 
figure, ce film prtsente une forme octagdrique 22 de 
trds faible volume, au sein duquel coexistent 
I'echantillon liquide 12 et la monocouche 16 ou couche 
interfaciale. De ce fait, I'ADN cible 14 se trouve 
20 quasiment en contact direct avec les lipides 
fonctionnalisSs 18 de la monocouche ou couche 
interfaciale et se trouve ainsi trSs vite adsorb^ par 
ces lipides 18. Le fait de passer par xme mousse 
multiplie I'efficacitt et la cinStique de capture de 
25 I'ADN par les lipides, du fait du trds faible volume 
des films insterstitiels constitutifs de la mousse, 

Enfin, au cours d'une ultime 6tape 
representee en (d) de la figure 1, la mousse est 
resorbee, laissant place a nouveau k un milieu 
30 biphasique non disperse comprenant la monocouche de 
lipidique 24, de trSs faible epaisseur, au niveau de 
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laquelle s'est adsorbe les ADN cibles sur les lipides 
hybrid^s 19, cette tnonocouche correspondant k une 
couche interfaciale r^fSrenc^e 24 sur le dessin et \ine 
phase 26 correspondant k 1' gchantillon liquide 12 
5 appauvri en ADN cible. II est bien entendu, que, sur 
1' ensemble de la figure 1, les lipides 17, 18 et 19 ne 
devraient Stre localises uniquet^ient qu'au niveau de la 
monocouche 16 ou couche interfaciale 24 (pour la 
figure Id), d'epaisseur infime, Toutefois, pour des 
10 raisons de visibility, lesdits lipides ont ete 
consid^rablement grossis. 

Les figures- 3, 4 et 5 illustrent 
differentes applications envisageables du proc^de de 

15 concentration, mises en oeuvre selon un mode de 
realisation particulier dScrit ci-dessus. 

Ainsi, la figure 3 illustre le cas oa, 
aprSs concentration desdits ADN cibles, par le proc€dS 
explicit^ sur la figure 1, lesdits ADN sont d6teGt6s 

20 par des techniques de fluorescence. Dans ce cas, les 
lipides 19 f onctionnalises par un ADN complementaire de 
I'ADN cible et hybrides, comportent, en plus, un 
marqueur fluorescent • Ainsi, on peut determiner la 
presence d'ADN cible au niveau de la couche 

25 interfaciale 24 par une mesure de fluorescence. 

La figure 4 illustre un cas particulier de 
purification d'un ADN pr^alablement concentre, par le 
precede de concentration explicits selon la figure 1. 
Une fois que la resorption de la mousse est achev^e, la 

30 phase 26 appauvrie en ADN, ledit ADN Stant adsorb^, en 
majeure partie sur la couche 24, est soutirSe a I'aide 
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d'une micropipette 23 et I'on obtient ' line couche 
interfaciale 24 d'ADN purifiS. 

La figure 5 illustre le cas o\i le proc6dS 
de concentration est utilisS dans le seul but d'obtenir 
5 une phase plus concentrSe en un ADN donn§ que la phase 
d'origine dudit ADN. A ce moment-la, la couche 24 riche 
en ADN cible est soutiree a I'aide d'une micropipette 
23 pour §tre utilis6e pour des applications diverses. 

II est bien entendu, que d'autres 
10 applications,, non representees sur ces figures, peuvent 
Stre envisag^es. 
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REVENDI CAT IONS 

1. Proc^dg de concentration selective d'lme 
macromolecule ou d'lm agglomgrat de molecules ou de 
particules contenu dans un Schantillon liquide, 
5 comprenant successivement les Stapes suivantes : 

- formation d'une dispersion stabilis^e de 
type mousse ou emulsion, t partir d'un milieu 
comprenant ledit echantillon liquide et une couche 
interf aciale, ladite couche interfaciale etant apte a 

10 fixer s61ectivement ladite macromolecule ou ledit 
agglomerat i. concentrer ; et 

- resorption de la dispersion formee lors 
de I'Stape prScSdente de fagon a reformer ladite couche 
interfaciale. 

15 

2 • Precede de concentration selon la 
revendication 1, dans lequel I'etape de formation de la 
dispersion est effectuee par agitation mecanique du 
milieu comprenant ledit echantillon liquide et ladite 
20 couche interfaciale. 

3 . Precede de concentration selon la 
revendication 1, dans lequel I'etape de formation de la 
dispersion est effectuSe par injection directement dans 

25 1' echantillon liquide de jets capillaires gazeux ou 
liquide s . 

4. Precede de concentration selon I'une 
quelconcpie des revendications 1^3, dans lequel la 

30 couche interfaciale comprend au moins une molecule apte 
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k fixer sSlectivement ladite macromol^cule ou ledit 
agglom^rat . 

5. ProcSdS de concentration selon la 
5 revendication 4, dans lequel la molecule apte a fixer 
la macromolScule ou agglomSrat de molecules ou de 
particules a concentrer est une molecule comportant des 
groupements aptes k fixer la macromol^cule ou 

agglomerat par af finite chimique, polarisation 
10 61ectrique ou magnet ique, et/ou ionisation, ladite 
molecule etant, de preference, une molecule 
surf actante . 



6, Proc^dg de concentration selon I'une 
15 quelconque des revendi cat ions 1 Bl S, dans lequel la 
macromolecule est choisie parmi le groupe constituS par 
les acides nucleiques et les prot^ines, teller que les 
antigSnes et les anticorps. 

20 7, Precede de concentration selon I'une 

quelconque des revendications 1 k 3, dans lequel 
I'agglomSrat de molecules est un prion. 

8. Proced§ de concentration selon I'une 
25 quelconque des revendications 1 k S, dans lequel 
1' agglomerat de particules est choisi parmi le groupe 
constitue de particules colloidales. 



30 



9. Proc^d^ selon I'xme quelconque des 
revendications 1 k 6, dans lequel la macromolecule k 
concentrer est I'ADN, 
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.10. Proc€d# selon la revendication 4, dans- 
lequel, lorsque la macromol§cule a concentrer est 
I'ADN, la molecule apte H fixer I'ADN est 
f onctionnalis.ge par une sonde de faqjon k permettre 
5 1' hybridation specif ique de I'ADN a concentrer. 

11. Proc§de selon la revendication 10, dans 
lequel la molecule apte a fixer I'ADN est un lipide 
fonctionnalisg par une sonde ADN complementaire de 

10 I'ADN a concentrer. 

12. Precede selon la revendication 11/ dans 
lequel le lipide est un lipide biotinyl^ comportant un 
groupement avidine ou d^riv^ de I'avidine, sur lequel 

15 est greffg I'ADN complementaire par une extremite 
biotinylee pr6c6demment incorporee audit ADN. 

13. Precede selon la revendication 11, dans 
lequel le lipide est un lipide cationique comprenant au 

20 moins un groupement spermine sur lequel est adsorbs 
I'ADN complementaire. 

14. ProcSde de purification d'une 
macromolecule ou d'un agglomerat de molecules ou 

25 particules contenu initialement dans un echantillon 
■ liquide, comprenant la concentration de ladite 
macromolScule ou dudit agglomSrat au sein d'une couche 
par la mise en oeuvre du precede selon I'une quelconque 
des revendications 1 k 13, 1' Elimination de 

30 1' Echantillon liquide appauvri en ladite macromolEcule 
ou ledit agglomErat, aprds I'etape de concentration. 
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15. Proc6d€ de detection d'une 
macromol^cule ou d'un agglomSrat de molecules ou 
particules contenu initialement dans un Schantillon 
liquide comprenant la concentration au sein d'une 

5 couche de ladite macromolScule on dudit agglomSrat par 
la mise en oeuvre du procSdS selon I'une quelconque des 
revendications 1 ^ 13 et la detection de ladite 
macromolecule ou dudit agglomSrat au sein de ladite 
couche par des techniques appropriees de detection, 

10 

16. Precede d' amplification d'une 
macromolecule ou d'un agglomSrat de molecules ou 
particules contenu initialement dans un ^chantillon 
liquide comprenant la concentration de ladite 

15 macromolecule ou dudit agglomSrat au sein d'line couche 
par la mise en oeuvre du proc^dS selon I'une quelconque 
des revendications 1 a 13 et le remplacement dudit 
^chantillon liquide, apres I'etape de concentration de 
ladite macromolecule ou dudit agglom^rat au sein de 

20 ladite couche, par un liquide comprenant des agents 
d' amplification, suivie de I'Stape d' amplification au 
moyen desdits agents. 

17. Precede d' amplification selon la 
25 revendication 16, dans lequel la macromolecule est un 

ADN. 

18. ProcSde d' amplification selon la 
revendication 16, dans lequel I'agglomerat de molecules 

30 est un prion. 
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(57) Abstract: The invention relates to a method for the selective concentration of 
a macromolecule or an agglomerate of molecules or particles contained in a liquid 
sample. The inventive method comprises the following steps, namely: the forma- 
tion of a foam -or emulsion-type stabilised dispersion from a medium comprising the 
aforementioned liquid sample and an interfacial layer, whereby said interfacial layer 
can selectively fix the macromolecule or the agglomerate to be concentrated; and the 
resorption of the dispersion formed during the preceding step so as to reform said 
interfacial layer. The invention can be used to concentrate DNA, proteins, prions, 
colloidal particles. 

(57) Abr^e : La pr^sente invention a pour objet un proc^de de concentration se- 
lective d*une macromolecule ou d'un agglom^rat de molecules ou particules contenu 
dans un ^hantillon liquide, comprenant successivement les etapes suivantes: - for- 
mation d'une dispersion stabilis^e de type mousse ou Emulsion, a partir d*un milieu 
comprenant ledit ^chantillon liquide et une couche interfaciale, ladite couche inter- 
faciale 6tant apte ^ fixer selectivement ladite macromolecule ou ledit agglomerat ^ 
concentrer ; et- resorption de la dispersion formee lors de I'^tape prec6dente de fagon 
^ reformer ladite couche interfaciale.Application k la concentration d*ADN, de pro- 
teines, de prions, de particules coUoi'dales. 
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